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RESUMEN

El dengue es una enfermedad febril, en ocasiones hemorragica, que es producida por
los virus del dengue (DENV-1 a DENV-4). El algoritmo para el diagndéstico
confirmatorio se basa, principalmente, en la deteccion del antigeno NS1 viral por
ELISA en el suero del paciente durante los primeros 5 dias desde la aparicién de
sintomas. El equipo comercial mas empleado presenta una especificidad del 100% y
una sensibilidad entre el 90 y el 97 % dependiendo de la poblacion de estudio lo cual
implica una subestimacién del nUmero de casos positivos. En este trabajo, se analizd
la secuencia de la region NS1 de virus responsables de casos de dengue con
resultado positivo y negativo a la deteccion de la proteina por ELISA, en busca de

mutaciones que pudieran afectar la sensibilidad del equipo de diagndéstico.

Se seleccionaron sueros de pacientes con sintomatologia de dengue y resultado
positivo (NS1+, n=20) o negativo (NS1-, n=172) a la deteccién de NS1 por ELISA y
negativos por ELISA a IgM e IgG anti-DENV. En el 100% de las muestras NS1+ se
confirmo la presencia del genoma viral por amplificacion de la region C-prM, mientras
gue en el 5% de las NS1- se logro esta identificacion (n=9). A partir de estas muestras
se amplific6 y secuencié la region NS1 con iniciadores serotipo-especificos,
observandose la presencia de DENV-1y 2 en las NS1+, mientras que para las NS1-
solo se identificO DENV-2, por lo que el analisis bioinforméatico incluyd solo secuencias
positivas y negativas a NS1 por ELISA del serotipo 2 del DENV. Este analisis, mostré
gue existe relacion filogenética entre las secuencias NS1 negativas que les permite
agruparse entre si y con aquellas con resultado positivo al ELISA y otras
correspondientes a afios anteriores. El andlisis de las secuencias nucleotidicas revelo
gue las muestras NS1 negativas muestran multiples sustituciones con respecto a las
gue poseen un resultado positivo al ELISA las cuales se retnen en la region
comprendida entre 750 y 1000 pb, generando cambios fenotipicos (sustitucion de
aminoacido) en las posiciones 112 (Lys—Arg) y 217 (Phe—Leu), donde la primera se
encontrd incluida en un epitopo lineal que se pierde con el cambio de aminoacido lo
gue podria influir en la sensibilidad del equipo comercial de ELISA para detectar la

proteina NS1 en las infecciones ocasionadas por DENV-2.



1. INTRODUCCION

1.1 Dengue: aspectos clinicos

El origen del término “dengue” no esta claro, pero se cree que deriva de la frase
swahili "ka-dinga pepo", que significa "calambre o convulsion causada por un
espiritu maligno” (Halstead, 2008). Es una enfermedad infecciosa ocasionada por
alguno de los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV-1 a 4), que a su vez es
transmitido a los humanos por la picadura de mosquitos hembra del género Aedes
(Stegomyia), principalmente Ae. aegypti y Ae. albopictus (figura 1) y que se
distribuyen ampliamente en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo
(Aaskov, 2003; Lemos, 2006; Cabezas, 2011; Rothman, 2011).

Fig. 1. Aedes aegypti yAe. albopictus, vectores del DENV
(http:/ffmel.ifas.ufl.edu/research/exotic.shtml).

Independientemente del serotipo viral infectante, la infeccion por DENV puede
cursar por cuadros clinicos distintos: dengue sin signos de alarma (antes llamado
fiebre por dengue), el dengue con signos de alarma y dengue grave (previamente
agrupados como fiebre hemorragica por dengue) (figura 2). La forma sin signos de
alarma a menudo se resuelve sin complicaciones en la mayoria de los casos, sin
embargo, durante una infeccién secundaria, la presencia de signos de alarma

permite identificar tempranamente la probabilidad de evolucién a dengue grave,



donde la falta de atencibn médica ocasiona un desenlace fatal (Gulati y
Maheshwari,2007; OPS Honduras, 2011; Rothman, 2011).

1. Choque por escape severo
de liquidos

2. Hemorragia severa

3. Dafo severo de 6rganols

Sin signos ) Con signos

de alarma de alarma

D-c—-ﬂﬂu—uvvgn/ _’;;62 }S)Ieas Signos de alarma* 1. Escape grave de plasma que
I Vi I o
Jémi o \ I B3
Soas do 6. Dolor espontaneo o eva a

deng provocado de abdomen « Choque
Fiebre y 2 de los

. * Vomitos persistentes *  Acumulacion de fluidos y distréss
siguientes criterios: t c
- Nausea, vomitos « Acumulacion clinica de fluidos respiratoro
- Exantema » Sangrado de mucosas 2. Sangrado grave
- Cefalea * Letargia; imtabilidad Segun evaluacion del clinico
- Mialgias y artralgias » Hepatomegalia >2cm 3. Dano grave de érgano/s
-Test del torniquete + * Laboratorio: Aumento del * Higado: AST 0 ALT>=1000
Leucopenia Hto. junto con réapida caida *  SNC: Alteracion del sensorio
- Cualquier signo de de las plaquetas *  Corazdn y otros 6rganos
Alarma

* Requiere observacion estricta e intervencion médica

Fig. 2. Clasificacion clinica del dengue (OPS, 2011).

De acuerdo al tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas, se reconocen
tres fases en la infeccion por DENV: la fase aguda o febril (dia 0-5); la fase
efervescente (dia 6-10); y fase convaleciente tardia o de recuperacion (mas de 11
dias). Durante la fase efervescente, el paciente debe mantenerse en observacion
ya que pueden presentarse sintomas que denotan agravamiento (OPS, 2011;
Rothman, 2011).

En la actualidad, no existe un tratamiento antiviral especifico para el dengue, de
manera que el tratamiento se basa en la administracion de analgésicos,
rehidratacion y recomendacion de reposo y terapia de soporte en los casos graves
(Gulati y Maheshwari, 2007; Secretaria de Salud, 2008).



1.2 Virus del dengue

1.2.1 Estructura'y genoma viral

El DENV es un flavivirus y pertenece a la familia Flaviviridae. Es un virus envuelto
en cuya membrana se proyectan las proteinas de membrana (M) y de envoltura
(E), tiene apariencia esférica y mide aproximadamente 40 a 50 nm de didmetro,
ademas, posee por genoma RNA de cadena sencilla y polaridad positiva,
protegido por una capside icosahédrica para dar lugar a la nucleocapside viral
(figura 3) (Gulati y Maheshwari, 2007; Rothman, 2011; Velandia y Castellanos,
2011). ElI RNA del DENV contiene aproximadamente 10.7 Kb y esta flanqueado
por regiones no codificantes (UTR, del inglés untranslate region) en sus extremos
3"y 5, presenta una estructura Cap en su extremo 5' y carece de segmento poliA
en su extremo 3'. Ademas, contiene un marco de lectura abierto que da lugar a
una poliproteina que es procesada en tres proteinas estructurales (de capside, C;
de membrana y de envoltura) localizadas hacia el extremo amino terminal (57) y
siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)
hacia el extremo carboxilo terminal (3") (figura 3) (Aaskov, 2003; Kurosu, 2011;
Smity cols., 2011).

A)
Glicoproteina
E (65 kDa)
Proteina M
(9 kDa) Membrana
fosfolipidica
Proteina C
(12 kDa) RNA

(10.7 kb)

PROTEINAS PROTEINAS NO
ESTRUCTURALES ESTRUCTURALES

Fig. 3. (A) Estructura y (B) genoma del virus del dengue (Cortesia de la M. en C. Karina
Ruiz Tovar).



Las proteinas no estructurales cumplen funciones especificas durante la
replicacion viral, aunque todavia no se ha descrito la funcién de la NS1. Asi, las
proteinas NS2A, NS4A y NS4B actian como inhibidores de la sefializacion de
interferén (IFN) tipo |I. La proteina NS3 presenta actividad de serina-proteasa,
NTPasa y helicasa. NS2A tiene actividad en el ensamblaje de las particulas virales
y NS2B forma un complejo estable con NS3 para la cual funge como cofactor para
su actividad de serina-proteasa. NS4A sefializa la translocacion de NS4B al
lumendel reticulo endoplasmico (RE) y esta implicada en el reordenamiento de las
membranas celulares durante la replicacién viral. NS4B también interactia con
NS3 para regular la replicacion del RNA. Finalmente, NS5 funge como RNA-
polimerasa viral y presenta un sitio de unién para formar el complejo replicasa con
NS3, ademas de que presenta actividad de metiltransferasa (Yabar, 2003; Knipey
Howley,2007; Smit y cols., 2011; Idrees y Ashfaq, 2012).

1.2.2 Ciclo de replicacion viral.

Los DENV muestran patrones similares de diseminacion sistémica con tropismo
por células fagociticas mononucleares principalmente, como los monocitos,
macrofagos y las células dendriticas (Clyde y cols., 2006; Rodenhuis y cols., 2010;
Rothman, 2011). La entrada del virus se inicia cuando el dominio IIl de la proteina
E interacciona con su receptor en la célula hospedera, el mejor caracterizado es
CD209 o DC-SIGN (del inglés Dendritic Cell-Specific ICAM-3 Grabbing
Nonintegrin) (Velandia y Castellanos, 2011; Wahala y cols., 2011).

El DENV infecta las células por endocitosis mediada por receptor, formando una
vesicula endocitica, en la cual se acidifica el pH dando lugar a cambios
conformacionales en el dominio Il de la proteina E para favorecer la exposicion y
anclaje del péptido de fusion a la membrana de la vesicula, lo que permite la
fusién de las membranas viral y endosomal, para liberar la nucleocapside viral al
citoplasma (Laughlin y cols., 2012; Velandia y Castellanos, 2011). El RNA en el

citoplasma se traduce en una poliproteina, la cual se ancla a la membrana del RE



formando el complejo de replicacion y es procesada en proteinas individuales por
proteasas virales y celulares simultaneamente (figura 4) (Velandia y Castellanos,
2011; Wahala y cols., 2011).

RETICULO ENDOPLASMICO
{LUMEMN)

CITOPLASMA

T ns2b/Ns3 T Senal-peptidasa T Furina T Enzima desconocida

Fig. 4. Distribucidon topoldgica y procesamiento de la poliproteina viral en el RE durante la
replicacion del DENV (Cortesia de la M. en C. Karina Ruiz Tovar).

Durante el proceso de replicacion, se generan cadenas de RNA de polaridad
negativa (intermediario de replicacion) que sirven como molde para la sintesis de
cadenas de polaridad positiva (Yabar, 2003; Clyde y cols, 2006; Knipe y Howley,
2007). El proceso de ensamblaje tiene lugar en distensiones del RE y comienza
con la formacion de la nucleocapside por la interaccion RNA viral-proteina C,
sobre la cual se asocian las proteinas prM y E, que estan ancladas en la
membrana del RE. Posteriormente, se llevan a cabo dos etapas de maduracion de
la particula viral, primero, las proteinas prM y E se organizan en forma
heterodimérica y en un segundo paso, la particula inmadura transita dentro de
vesiculas desde el RE hasta el aparato de Golgi, donde ocurren cambios de
conformacién de la proteina E generando homotrimeros de la misma. Un nuevo
procesamiento proteolitico sobre la proteina prM por la proteasa furina en el Golgi,
corta y escinde al péptido pr (Velandia y Castellanos, 2011). Finalmente, los
viriones son liberados por exocitosis y el pH neutro del espacio extracelular induce
el reordenamiento en homodimeros de la proteina E, indicando la maduracion de

la particula viral (Velandia y Castellanos, 2011; Wahala y cols., 2011).



1.3 Situacion en México

A principios de 1970, como resultado de la campafia de erradicacion de la fiebre
amarilla y malaria, se logro la eliminacion del mosquito Ae. aegypti contribuyendo
a eliminar la transmisiénde dengue en México, sin embargo, este reingreso y se
extendié en el territorio nacional a finales de esta misma década (Gluber, 1998;
Lemos, 2006). En la actualidad, el dengue presenta variaciones anuales en su
incidencia y brotes epidémicos, en particular en los estados de la region sur-
sureste y costas del Océano Pacifico y Golfo de México, con eventos
epidemiologicos mas esporadicos en los estados del centro y norte del pais (figura
5) (Gibbons y Vaughn, 2002; Secretaria de Salud, 2008).

INCIDENCIA

— 0.0

[ oo a 1218
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B 2437 a 3655
a

I 3555

Fig. 5. Incidencia y serotipos virales aislados en casos confirmados de dengue por
entidad federativa en México durante 2012
(www.dgepi.salud.gob.mx/2010/ plantilla/intd_dengue.html).

Hasta la semana 51 del afio 2012, la Secretaria de Salud reporté un total de
50,013 casos confirmados de dengue, de los cuales el 35% correspondieron a
dengue con signos de alarma y 65% a dengue sin signos de alarma. Durante ese
afo se tuvo conocimiento de 64 defunciones y el total de casos confirmados se
incrementd en un 225.4% respecto al 2011. El estado de Veracruz reporté el

mayor numero de casos (12,505) y los principales serotipos circulantes fueron
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DENV-1 y DENV-2, con proporciones muy semejantes, seguidos de DENV-4 y -3
con menor numero de casos (figura 5) (www.dgepi.salud.gob.mx/2010/plantilla/intd

_dengue. html).

2. ANTECEDENTES

2.1 Diagnéstico de dengue en México

De acuerdo con el algoritmo vigente a partir de 2008, el diagnéstico de dengue se
realiza con muestras de suero obtenidas a partir del inicio de la fiebre, éstas son
clasificadas y procesadas segun el tiempo transcurrido después de dicho evento
(figura 6):

A) Muestras obtenidas entre 0-5 dias
El procedimiento mas utilizado consiste en la deteccion del antigeno viral NS1 por
ELISA, si el resultado es positivo, se confirma el caso. Si el resultado es negativo y
la toma de muestra corresponde al cuarto o quinto dia, se realiza un ELISA para la
deteccion de anticuerpos de tipo IgG. Cuando la muestra es de un paciente con 0
a 3 dias de inicio de fiebre, se determinan anticuerpos IgM por ELISA, en ambos
casos un resultado positivo confirma el caso. Si el resultado de IgM es negativo,
se realiza la determinacion de anticuerpos IgG. Si el resultado de esta

determinacién es positivo el caso es confirmado (Secretaria de Salud, 2008).

B) Muestras obtenidas a partir del dia 6
Unicamente se realiza la determinacion de anticuerpos de tipo IgM e IgG por

ELISA. En ambos casos, un resultado positivo confirma el caso.

Para vigilancia virolégica y epidemioldgica, se selecciona el 10% de las muestras
positivas a NS1 en casos de FD y el 100% en casos de FHD para realizar cultivo y
aislamiento viral e identificacion de serotipos por inmunofluorescencia, asi como
para realizar RT-PCR en todas las formas graves y en casos de extrema urgencia
(Secretaria de Salud, 2008).



A) Muestra de 0-5 dias de B) Muestra de > 6 dias d¢

\_*_, iniciada la fiebre ‘-_,lnlclada la fiebre
<as t +
N\ NSt ELISA
¥ NEG' Para Vigilancia Viroldgica: Ig
NO Se debers enviar el 10% de
Deda muestras positivas a NS1  NEG
5 dias (FDy FHD).
isi LESP enviarin TODAS las
formas graves a InDRE
+ Se lgG + Se
confirma . Cuant. confirma
NEG'
NEG
+ = 2
IgG Con base a las definiciones *
. ) p— de caso continuar
: Cuant — C-[l)sxo ar con
YRS

Fig. 6. Algoritmo de diagndstico de dengue en México (Secretaria de Salud, 2008).

2.2 La proteina NS1 viral

La glicoproteina NS1 es una molécula altamente conservada entre los flavivirus,
gue puede encontrarse en las células infectadas (forma intracelular), en la
membrana celular (forma membranal mNS1) o en el medio extracelular (forma
soluble sNS1). Es una proteina de aproximadamente 46 kDa codificada por un
fragmento de RNA viral de 1,056 nucleétidos que da lugar a 352 aminoacidos y
contiene 12 Cys conservadas que forman enlaces disulfuro. Esta proteina tiene
dos sitios de glicosilacién de tipo Asn-X-Ser/Thr en las posiciones 130 y 207 y su
secuencia de aminoacidos es especifica para cada serotipo de DENV (Yabar,
2003; Knipe y Howley, 2007; Rothman, 2011; Muller y cols., 2012).

La forma intracelular de NS1 es un monémero hidrofilico que se ubica en el lumen
del RE, se procesa alrededor de 30 minutos después de su sintesis para ser
glicosilada con residuos de manosa y genera homodimeros hidr6fobos altamente

estables, que se asocian a la membrana celular probablemente a través de anclaje



glicosilfosfatidilinositol o por interacciones con heparan sulfato (mNSL1).
Posteriormente, NS1 se ensambla en forma de hexadmeros de aproximadamente
10 nm conformadas por tres homodimeros unidos por interacciones hidrofébicas
(sNS1). En sNS1 los sitios de glicosilacion se encuentran ocupados por complejos
glucano constituidos por N-acetilglucosamina, manosa y fucosa (Wallis y cols.,
2004; Avirutnan y cols., 2007; Knipe y Howley, 2007).

La investigaciones recientes se han enfocado endeterminar la estructura 3D de
sNS1 mediante crio-microscopia electronica, debido a que no ha sido posible su
cristalizacién. Los estudios mas representativos corresponden al analisis de
formas nativas de NS1 de DENV-1 purificadas a partir de cultivo en células Vero y
en particulas recombinantes de DENV-2 producidas en baculovirus, las cuales
poseen caracteristicas biofisicas y antigénicas semejantes al hexamero nativo. El
peso molecular estimado para formas nativas y recombinantes oscila entre 250 y
350 kDa, con una estructura semejante a un barril abierto, que posee un canal
central amplio que contiene lipidos: triglicéridos, ésteres de colesterol vy
fosfolipidos (figura 7) (Flamand y cols., 1999; Gutschea y cols., 2011; Muller y
cols., 2012).

Fig. 7. (A) Tincion negativa de sNS1 en crio microscopia electrénica y (B) reconstruccion
3D (Gutscheay cols., 2011; Muller y cols., 2012).



Se cree que la proteina NS1 tiene funciones durante la replicacion del DENV que
no se han logrado caracterizar, sin embargo, se sabe que se localiza en el sitio de
replicacion viral, lo que sugiere su participacion en el montaje del complejo
replicasa viral (NS5/NS3) (Yabar, 2003; Knipe y Howley, 2007). Por otro lado,con
el uso de mutantes de la proteina, se ha observado una importante reduccién en la
replicacion que conduce a la atenuacion viral, asi como su co-localizaciéon con
formas replicativas del DENV (Wallis y cols., 2004; Muller, 2010). La funcion de las
formas extracelulares de NS1 tampoco ha quedado clara, pero se sabe que
durante la infeccion viral se genera una fuerte respuesta humoralsin capacidad
neutralizante ya que esta proteina no esta presente en viriones maduros, sin
embargo, los anticuerpos producidos contra mNS1 dirigen la lisis mediada por
complemento, lo cual se asocia con el dafio vascular por depdsito sobre las
paredes del endotelio capilarcontribuyendo a la patogénesis de la enfermedad
(Yabar, 2003; Muller, 2010).

2.3 Proteina sNS1 como herramienta de diagndstico

El principal reto asociado al tratamiento de los pacientes con dengue es la rapidez
y especificidad para llevar a cabo la confirmacion de los casos, por lo que el factor
mas importante es la deteccion oportuna del DENV durante la etapa febril de la
enfermedad y por lo cual es aprovechada la secrecion de NS1 de las células
infectadas, ya que la hace susceptible a su deteccion en el suero de los pacientes
desde el primer y hasta el noveno dia posterior a la aparicion de la fiebre, de modo
semejante en las formas primaria y secundaria de la infeccion, de hecho, se han
elaborado, estandarizado y validado diversos equipos de diagnéstico serolégico
para este fin (Flamand y cols., 1999; Shu y cols., 2003; Acosta y cols., 2005; BIO-
RAD, 2005).

El antigeno sNS1 circula de manera uniforme en el plasma de los pacientes
infectados con cualquiera de los serotipos del DENV y en niveles elevados durante

los primeros dias de la enfermedad (Young y cols., 2000). Los niveles de esta
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proteina varian entre 0.04 a 2.0 mg/mL durante la fase aguda y durante la fase de
convalecencia iguales o menores a 0.04pg/mL por lo que su mayor tasa de
deteccion en suero ocurre en la fase aguda (Jacobs y cols., 2000; Libraty y cols.,
2002; Muller, 2010). Los pacientes que experimentan una infeccion secundaria
muestran pobre deteccion de sNS1 asociada con la formacién de complejos
inmunitarios 1gG-sNS1, sin embargo, niveles mayores a 600ng/mL durante las
primeras 72 horas posteriores al cuadro febril de una infeccion secundaria,
predisponen fuertemente al desarrollo de una fase hemorragica (Libraty y cols.,
2002; Muller, 2010).

Entre los métodos de deteccion de sNS1 se encuentran la inmunocromatografia y
el ELISA, los cuales, aunque son muy sensibles y especificos (mayores al 70 y
95%, respectivamente) no brindan informacion del serotipo infectante y un
resultado negativo no es totalmente excluyente de infeccién (Young y cols., 2000;
Alcon y cols., 2002; Shu y cols., 2003).

Actualmente, el equipo de ELISA comercial mas utilizado a nivel mundial por sus
altos niveles de sensibilidad (91%) es Platelia™ Dengue NS1 Ag de BIO-RAD, que
consiste en una modalidad de tipo sandwich para la deteccién cualitativa o semi
cuantitativa del antigeno sNS1 en suero o plasma humano. Esta prueba utiliza
anticuerpos monoclonales (AcMo) de raton anti-sNS1 para su captura y deteccion.
Las muestras de pacientes y los controles correspondientes (negativo, de valor
umbral y positivo) son incubados sobre una placa sensibilizada con anticuerpos de
captura anti-sNS1. Posteriormente, la placa se incuba con un anticuerpo
conjugado con peroxidasa, de modo que en presencia del antigeno sNS1 se forma
un complejo AcMo-sNS1-AcMo/peroxidasa (figura 8) el cual genera una reaccion
colorida con la adicion del sustrato de la peroxidasa y un cromégeno. La densidad
Optica de las muestras a 450 nm es proporcional a la cantidad de antigeno sNS1
presente en la muestra (BIO-RAD, 2005).
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Peroxidasa
AcMo aNS1 conjugado con Peroxidasa

. sNS1 de suero del paciente

Placarecubierta con AcMo aNS1

Fig. 8. Deteccion de sNS1 mediante el ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag
(BIO-RAD, 2005).

La sensibilidad reportada por el fabricante de esta prueba (91%), fue calculada
con sueros de pacientes con infeccion aguda por DENV confirmada por RT-PCR,
con un intervalo de confianza (IC) del 95%: 85.8%-94.8% y no se observo
diferencia significativa segun el serotipo viral infectante (tabla 1 y 2) (BIO-RAD,
2005).

Tabla 1. Sensibilidad de la prueba Platelia™ Dengue NS1 Ag segun el serotipo viral
infectante (n=177) (BIO-RAD, 2005).

. . Sensibilidad de la prueba
Serofipo | Nymero de sueros| gy Dengue NS1 PAg (IC 95%)
1 Q3 88,9% (85,8% - 94,8%)
2 31 87,1% (70,1% - 96,3%)
3 24 100,0% (85,6% - 100,0%)
4 29 23,3% (77,9% - 97,9%)

Tabla 2. Sensibilidad de la prueba Platelia™ Dengue NS1 Ag en funcién de la aparicién
de los sintomas (n=177) (BIO-RAD, 2005).

| Dias posteriores a | NG d Sensibilidad de la
la aparicién de la pwmere e prueba Platelia™
fiebre sueros Dengue NS1 Ag

0 10 100,0%

1 33 87,8%

2 40 92.5%

3 20 95,0%

4 27 96,3%

5 19 52.6%

=6 28 35,7%
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En cuanto a la especificidad, esta se calculd6 con 618 muestras de suero de
donadores sanos y de pacientes hospitalizados por enfermedades no relacionadas
con dengue y no se observé ningun resultado positivo en la poblaciéon estudiada,
de modo que la especificidad de la prueba fue del 100,00% (IC= 95%: 99,4%-
100,0%) (BIO-RAD, 2005).

2.3.1 Evaluacién de Platelia™ Dengue NS1 Ag en pacientes mexicanos
Existen multiples reportes internacionales de la sensibilidad de Platelia™ Dengue
NS1 Ag (Dusart y cols., 2006; Kumarasamy y cols., 2007; Bessoff y cols., 2008),
sin embargo, la sensibilidad de la misma no ha sido reportada en la poblacion
mexicana, por lo que en 2010 se realizo un estudio en el Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemiolégicos de la Secretaria de Salud, en el que se calculo la
sensibilidad de Platelia Dengue NS1 Ag en muestras de pacientes del Estado de

Veracruz.

Para el estudio antes mencionado se procesaron 605 muestras de fase aguda y
convaleciente de dengue, correspondientes a brotes epidémicos de los afios 2007,
2008 y 2009 y con diagnostico confirmatorio por cultivo y aislamiento viral e
inmunofluorescencia o por deteccién de anticuerpos IgM por ELISA. A todas las
muestras se les realiz6 la deteccion de sNS1 por ELISA con el equipo antes
mencionado y para facilitar la evaluacion, las muestras fueron clasificadas de
acuerdo al tiempo transcurrido desde el inicio de la fiebre (tabla 3). Para la fase
aguda, la sensibilidad del equipo fue de 97% (IC= 95%: 93,6%-98,9%) (Ruiz,
2010).
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Tabla 3. Sensibilidad de Platelia Dengue NS1 Ag en funcién de la evolucién de la
enfermedad en pacientes mexicanos infectados por DENV (Ruiz-Tovar, 2010).

Evolucion Platelia Dengue NS1 Ag
Fase dela Total de —
enfermedad | muestras| Muestras | Sensibilidad 95% IC
{dias) positivas (%)
1] 18 18 100 51.5-100
1 46 45 g7.8 58.5-99.9
L 2 45 44 97.8 88.2.99.9
> 3 36 34 94.4 81.3-99.3
< 4 33 32 a7 84.2-99.9
5 23 22 95.6 78-99.9
Total 201 195 97.01 93.6-98.9
" 6 31 18 58,1 39.1-75.4
ts 7 38 24 63.2 46-78.2 |
E < 8 34 14 41.2 24 6-59.3
SE 9 27 17 63 42.4-80.6
E = 10 34 13 38.2 22.2-56.4
Total 164 86 52.44 44.5-60.3
11 29 9 31 15.3-50.8
12 33 5] 18.2 7-35.5
13 28 13 46.4 27.5-66.1
S 14 26 7 26.9 11.6-47.8
g 15 20 2 10 1.2-317
2 16 24 3 12,5 2.7-32.4
2 17 18 4 22.2 6.4-47.6
2 18 1 0 0 0-28.5
z 19 9 0 0 0-33.6
S 20 7 1 14.3 0.36-57.9
21 17 2 11.8 1.5-36.4
222 18 0 0 0-18.5
Total 240 47 19.58 14.8-25.2

2.4 Mutacion en virus de RNA

Se estima que durante un ciclo de replicacion de virus de RNA, hay una tasa de
mutaciéon de entre 10° a 10 sustituciones de nucledtidos, por lo que la
probabilidad de que ocurran mutaciones aumenta con la longitud de la cadena
viral y el numero de ciclos de replicacion (Domingo y Holland, 1997; Kurosu,
2011). Dado que los genomas de virus de RNA tienen un tamafio de entre 3 y 32

Kb, en promedio se espera que ocurran entre 0,1 y 10 sustituciones por genoma y
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ciclo de replicacion (Domingo y Holland, 1997; Aylién, 2006; Ojosnegros, 2008),
por lo que los errores ocurridos constituyen un mecanismo evolutivo que
proporciona a los virus la capacidad de subsistiren un medio continuamente
cambiante (Domingo y Holland, 1997; Holmes, 2009). Esta capacidad adaptativa
genera cambios de la secuencia de aminoacidos en las proteinas virales que
correlacionan con la evasion de la respuesta inmunoldgica, con la evasion a
agentes antivirales, con alteraciones del tropismo celular (capacidad de reconocer
receptores alternativos), y con alteracion de la virulencia, asi como con la
aparicion de enfermedades emergentes o re emergentes (Ayllon, 2006;
Ojosnegros, 2008; Holmes, 2009).

2.5 Prediccion de epitopos

Las mutaciones que generan cambios en la secuencia de aminoacidos modifican
la estructura de las proteinas por lo que la comparacion entre proteinas nativas y
mutadas es de crucial importancia para entender las alteraciones en el
reconocimiento de receptores y componentes del sistema inmunolégico como los
anticuerpos, etc. Se han desarrollado diversos métodos para la prediccion de
epitopos lineales y conformacionales los cuales suelen tener una precision mayor
al 75%, permitiendo la prediccion de determinantes antigénicos en un periodo
corto de tiempo y evitando la manipulacion de material infeccioso (Bremo y
Gonzatti, 2011). Los métodos mas simples para predecir epitopos continuos
parten de la secuencia de aminoacidos, mientras que los mas finos consideran en
su analisis la estructura tridimensional de la proteina obtenida por el analisis de su
forma cristalizada o por modelaje computacional, requisito indispensable para la
prediccion de epitopos conformacionales (http://tools.immuneepitope.org). Para
cualquiera de los métodos aplicados, se considera que un péptido debe tener un
tamafo entre 8 y 20 aminoacidos, donde cada uno es evaluado individualmente y
en conjunto con las posiciones cercanas segun los parametros que considera el
método elegido. Entre los parametros mas evaluados para la prediccion de

determinantes antigénicos se encuentran la hidrofilicidad e hidrofobicidad,
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flexibilidad, accesibilidad, formacion de giros, superficie expuesta y polaridad, los
cuales pueden ser calculados e interpretados entre si 0 en comparacion con
epitopos confirmados experimentalmente (Calvo y cols., 2003; Bremo y Gonzatti,
2011).

3. JUSTIFICACION

Se ha propuesto que la sensibilidad del ELISA para la deteccion de la proteina
sNS1 viral en casos de dengue depende de factores virales (serotipo infectante) y
del hospedero (presencia de anticuerpos que impiden su deteccion mediante
técnicas inmunoldgicas) los cuales al generar resultados negativos en esta prueba
ocasionan la subestimacion del nimero de casos. Por lo anterior, en este trabajo
se analizara la secuencia de la proteina NS1 viral en busca de mutaciones que
puedan relacionarse con el resultado del ELISA y expliquen la sensibilidad de

dicha técnica en la poblacion en estudio.

4. HIPOTESIS
Las mutaciones que modifican la secuencia de aminoacidos en la proteina NS1
viral, restringen su reconocimiento por los anticuerpos utilizados en el ELISA

comercial empleado para su deteccion en el diagndéstico de dengue.
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5. OBJETIVO GENERAL
Analizar la secuencia de la region NS1 del genoma viral a partir de muestras de
suero casos de dengue con resultado negativo a la deteccion de la proteina sSNS1
por ELISA para establecer comparacién con secuencias positivas a la misma

prueba.

5.1 Objetivos particulares

+ Estandarizar el procedimiento de amplificacion de la region del genoma del
DENV que codifica para la proteina NS1.

+ Amplificar y secuenciar la region codificante de NS1 viral en muestras de
casos de dengue con resultado positivo y negativo en el ELISA para la

deteccion de la proteina.

+ Relacionar la secuencia de la proteina NS1 del DENV con el resultado de

su deteccion por ELISA.

+ Realizar la prediccion de epitopos lineales para proteina NS1 y determinar
si las mutaciones presentes en las secuencias negativas al ELISA los

afectan.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Sueros de casos clinicos
dedenguecon0ab dias
despuésdelinicio de la fiebre
NS1+ (ELISA)

IgM- (ELISA)

IgG- (ELISA)
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* Prediccion de epitopos lineales
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Muestras biolégicas
Se emplearon muestras de suero de casos sospechosos de dengue, obtenidos
dentro de los primeros 5 dias de la infeccidén, con resultado positivo (n=20) o
negativo (n=172) a la deteccion del antigeno viral NS1 por ELISA y negativo a la
deteccion de anticuerpos especificos de tipo IgG e IgM por la misma técnica, sin
hemdlisis, sin contaminacion, no lipémicos y correspondientes al brote
epidemioldgico del afio 2010 en el Estado de Veracruz, las cuales se clasificaron
en dos grupos:

= Grupo 1: NS1, IgM e IgG negativos.

= Grupo 2: NS1 positivo e IgM e 1gG negativos.
Las muestras NS1 positivas, se seleccionaron con base en el resultado de
caracterizacion viral por aislamiento e inmunofluorescencia (DENV-1 n=10,
DENV-2 n=10). Todas las muestrasfueron donadas por la Seccién de Virologia del
Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP) de Veracruz.

7.2 Purificacion de RNA viral

La purificacion del RNA viral se realiz6 a partir de suero y de sobrenadante de
cultivo celular (en el caso de las cepas prototipo) y se utiliz6 el método de
purificacion por afinidad en columna, con el equipo comercial QlIAamp® Viral RNA

mini kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabricante.

En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 560 pL del buffer AVL y 5.6 uL de
acarreador de muestra. Posteriormente, se adicionaron 140 pyL de la muestra
(suero o sobrenadante) y la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 10
minutos. Se agregaron 560 pL de etanol al 96-100% y se mezcl6 en vortex por 15
segundos. Se adicionaron 630 pL de la mezcla anterior a una minicolumna con
tubo colector y se centrifug6 a 6,000 xg por 1 minuto a 4°C, la mezcla restante de

la mezcla se proceso6 de la misma forma y en la misma columna. La columna se
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lavd con 500 pL del buffer AW1, centrifugando a 6,000 xg por 1 minuto a 4°C y
cambiando el tubo colector y después con 500 uL del buffer AW2, centrifugando a
14,000 xg por 3 minutos a 4°C cambiando el tubo colector nuevamente. Para la
elusion, la columna se coloco dentro de un micro tubo de 1.5mL libre de RNAasas
y se adicionaron 60 pL del buffer AVE dentro de esta. El sistema se centrifug6 a
6,000 xg por 1 minuto a 4°C. El producto eluido (RNA viral) fue empleado

inmediatamente o almacenado a -70°C hasta su uso.

7.3 Deteccion del genoma viral en suero

La deteccidon del genoma viral en el suero de los pacientes se llevd a cabo por RT-
PCR, utilizando el método descrito por Lanciotti en 1992 y modificado por Chien y
cols. en 2006 y que consiste en la amplificacion de la region C-prM del genoma del
DENV. Los iniciadores empleados fueron: sentido (mD1) TCAATATGCTGAAACG
CGAGAGAAACCG,; antisentido (D2) TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC
(figura 9).

40 ctaacagttt tttattagag agcagszégg.§4é?é;acaa ccaacggaaa aagacgggtc
100 gaccgtctyilicaatataeE] EEEGeyCgt gtcaactggt tcacagttgg
160 'cgaagagatt ctcaaaagga ttgctttcag gccaaggacc catgaaatitg gtgatggcectt
220 |tcatagcatt tctaagattt ctagccatac ccccaacagc aggaattttyg gctagatgga
280 |gctcattcaa gaagaatgga gcaatcaaag tgttacgggg tttcaaaaaa gagatctcaa
340 gecatgttgaa cataatgaac aggaggaaaa gat éE%Eac catgcttctc atgctgctgce
400 | ccacagccct ggcgttccat ttgaccacac gagggggaga gccacacatg atagttagta
460 agcaggaaag aggaaagtca ctcttgttta agacctctge aggtgtcaat atgtgcactce
520 tcattgcgat ggacttggga gagttatgtg aggacacaat gacctacaaa tgcccccaga
580 | teactgagge o EEEZUETRU=CUNITSISUSITONETE cgccacagac acatgggtga
640 cctatgggac gﬁgttctcaalggéggcgaac accgacgaga caaacgttcc gtggcactgg

511pb
‘ mD1
h D2

Fig. 9. Cobertura de amplificacion de la region C-prM del genoma del DENV descrita por

Chieny cols.

, 2006.
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La amplificacion se realizd6 con el equipo comercial One Step RT-PCR Kit
(QIAGEN) siguiendo las recomendaciones del fabricante y realizando la siguiente

mezcla de reaccion en micro tubos de 200 pL para PCR:

‘ Reactivos One Step RT-PCR (QIAGEN) Volumen (pL) ‘

Buffer 5x 5.0
dNTP Mix 1.0
Enzyme Mix 1.0
mD1 10pmol/uL 1.0
D2 10pmol/uL 1.0
RNA viral 13.0

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador de punto final ATC401 (Apollo

Instrumentations, USA) bajo las siguientes condiciones de tiempo y temperatura:

‘ Fase Temperatura (°C) Tiempo

RT 50 40 min

Inactiv. RT / Activ. Taq 95 15 min

@ Desnaturalizacion 94 30 seg
-8 Alineacion 58 1 min
S Extension 72 1 min
Extension final 72 10 min
Enfriamiento 4 5 min

RT: Retro-transcripcion; Taq: enzima Tag polimerasa

Los amplicones obtenidos fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio y utilizando como referencia un
marcador de peso molecular para DNA de 100 pb (PROMEGA, USA). Los geles
fueron reveladoscon el equipo Kodak Digital Science 1D Version 2.0.2 (Kodak,

USA) para la identificacién de un producto de 511pb correspondiente a la regién
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de interés. Como control positivo se utilizd el RNA de las cepas prototipo ATCC de
DENV-1 Hawaii y DENV-2 Nueva Guinea.

7.4 Amplificaciéon de la region NS1 viral

Aquellas muestras con resultado positivo y negativo a la deteccion de NS1 por
ELISA 'y con resultado positivo a la deteccion del genoma viral por amplificacion de
la region C-prM, se procesaron para la amplificacion de la regién codificante de
NS1 viral de los serotipos 1 y 2 del DENV por RT-PCR. Para ello se disefiaron 2
juegos de iniciadores serotipo-especificos con la finalidad de cubrir la totalidad de

la region NS1, debido a que estos fueron los Unicos serotipos circulantes en

Veracruz durante 2010:

Secuenciay localizacion gen6mica d Tamaﬁo,
el amplicén

DV1F1 23b 2406-ATGTGTAATCAACTGGAAGGGCA
DV1R1 22b TCCTTGATGGCAGCTGACATTA-2945 >76pb
DV1F2 26b 2863-GAGGACTATGGGTTTGGAATTTTCAC
DV1R2 29b CCTAACTAGATTCTCCTCCTTCTCCTTTA-3410 so1eb
DV2F1 26b 2400-GATAGTGGTTGCGTTGTGAGCTGGAA
DV2R1 30b CCATGTGTCATTGAGTGCACTTTCTATCCA-3000 630pb
DV2F2 33b 2924-GGATGTATTTTGTGACTCAAAACTCATGTCAGC
DV2R2 33b CTCTTCTTTCTCTTTCAATGGTCTGATTTCCAT-3396 205pb

DV1: DENV-1; DV2: DENV-2; F: Forward (sentido); R: Reverse (anti-sentido)

El disefio de los iniciadoresse realiz6 con el programa bioinformatico Oligo
Analizer 3.1 (Integrated DNA Technologies®, Coralville, USA) y las amplificaciones
se llevaron a cabo con el equipo comercial One Step RT-PCR Kit (QIAGEN),
preparando las mezclas de reaccion en micro tubos de 200 L libres de RNAasas,

de acuerdo a las indicaciones del fabricante:
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Reactivos One Step RT-PCR (QIAGEN) Volumen (uL)

Buffer 5x 5.0

dNTP Mix 1.0
Enzyme Mix 1.0
Iniciador F 10pmol/uL 1.0
Iniciador R 10pmol/uL 1.0
RNA viral 13.0

La reaccion se realizo en el termociclador de punto final TC050-18 (Labnet, USA)
siguiendo las condiciones de tiempo y temperatura que se muestran a

continuacion, las cuales se definieron utilizando el RNA de las cepas prototipo de

DENV-1y DENV-2:

Fase Temperatura (°C) Tiempo

RT 50 40 min

Inactiv. RT / Activ. Taq 95 15 min

" Desnaturalizacion 94 30 seg
-§—3 Alineacién 2(5) Eggsxg 1 min
¥ Extension 72 1 min
Extension final 72 10 min
Enfriamiento 4 5 min

Los productos de PCR fueron detectados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Para la region codificante de NS1 del

serotipo 1 de DENV se obtuvieron productos de 576 y 561 pb,mientras que para el
serotipo 2 de 630 y 505 pb.
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7.4.1 Purificacion de amplicones

Los amplicones de la region NS1 viral fueron purificados mediante el sistema de
electroforesis E-Gel® Size Select™ en geles de agarosa al 2% (Invitrogen, USA)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. El gel consta de dos filas de
pocillos, la primera de ellas para cargar la muestra “impura” (pocillos primarios) y
la segunda para recuperar el producto de interés con base en su peso molecular
(pocillos secundarios). En los pocillos primarios se colocaron 20uL del amplicén y
20 pL de agua grado PCR en los pocillos secundarios. Se colocaron 3 pL de
marcador de peso molecular de 100 pb (PROMEGA) en el pozo M. La corrida se
realizd con el programa especifico incluido en el equipo (E-Gel® iBase™ Power
System, Invitrogen) y la presencia del o los productos se hizo evidente mediante
agentes intercalantes de DNA presentes en el gel. En el momento que los
amplicones de interés corrieron y se depositaron en los pocillos secundarios, la
corrida se detuvo y se recuperaron los productos con ayuda de una micropipeta

(figura 10). La pureza de los productos se corroboré en un gel de agarosa al 2%.

Pocillos =—p

primarios para f
cargade Pocillo M para
muestra cargade
marcador de
Pocillos peso molecular

secundarios
pararecoleccion
de producto de
interés

E-Gel” SizeSelect
invitrogen

Figura 10. (A) Formato del sistema comercial E-Gel SizeSelect y (B) caAmara horizontal
para la purificacién de amplicones por electroforesis en agarosa al 2% (Invitrogen, 2008).
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Finalmente, los productos purificados se analizaron y cuantificaron por
espectrofotometria con el equipo Epoch Micro-Volume Spectrophotometer System
(BioTek®, San Francisco CA, USA). Se realizaron lecturas de absorbancia a 260 y
280 nm y se obtuvo la relacion 260/280 para verificar la pureza correspondiente
(6ptima de 1.5-2.0).

7.6 Secuenciacion

Una vez que se obtuvieron los amplicones puros, se procedio a la secuenciacion
de los mismos por electroforesis capilar en el equipo AB 3730 (Perkin
Elmer/Applied Biosystems, USA) con el equipo comercial Tag FS Dye Terminator
Cycle Sequencing (Applied Biosystems) y este procedimiento se realizé en la

Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

7.7 Anélisis bioinformatico

Los electroferogramas obtenidos de la secuenciacion fueron editados con el
programa Bio Edit Sequence Alignment Editor version 7.1.11 (lbis Biosciences.
CA, USA).Una vez editadas y ensambladas por completo, las secuencias de la
region NS1 del DENV fueron analizadas para comprobar su identidad mediante la
herramienta Nucleotide BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) del National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Ya que la identidad de las
secuencias NS1 de los grupos en estudio fue verificada, se realizé un alineamiento
multiple de éstas con todas las secuencias de referencia de aislados mexicanos
de DENV-2 publicadas en el Gen Bank (NCBI) para construir su arbol filogenético
segun el método de “el vecino mas cercano” (del inglés Neighbor-Joining)
verificando la topologia de las ramas con 500 repeticiones (bootstraps). La
distancia evolutiva fue calculada usando el método de “Kimura” mediante el
programa bioinforméatico MEGA version 5.0 (Center for Evolutionary Medicine and
Informatics—Biodesign Institute. Tempe, USA). EI mismo alineamiento multiple

descrito anteriormente, sirvid para la busqueda de cambios nucleotidicos entre los
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grupos 1 (NS1 negativo) y 2 (NS1 positivo) que pudieran asociarse con la
negatividad de la proteina por ELISA.

Una vez que se identificaron tanto cambios nucleotidicos como aminoacidicos en
las secuencias en estudio, se procedié a realizar el andlisis de diversidad genética
de la region NS1 del DENV-2. Para ello, las secuencias del grupo 1 (NS1
negativo) fueron clasificadas como conjunto 1, las del grupo 2 (NS1 positivo) como
conjunto 2 y las secuencias de referencia NS1 DENV-2 del Gen Bank (1983-2008)
como conjunto 3. Cada uno de estos conjuntos fue analizado por separado en el
programa bioinformatico Dna SP version 5.10.01 (Rozas, J. y cols., Universidad de
Barcelona), para calcular el numero de cambios nucleotidicos (S), dividiendo este
resultado entre la longitud de las secuencias (1029 nucleétidos) y obtener la media
de diversidad. Debido a que los conjuntos analizados agruparon un numero
diferente de secuencias, se calculd el estimador Theta de Watterson (6); 6=K/ay;
donde K es el total de sitios que difieren entre secuencias (S) y a, es
1+1/2+...+ 1/n-1 (n = ndmero de secuencias), que estima la diversidad genética
tomando en cuenta los cambios de mayor y menor frecuencia en una poblacion
asi como su tamafio (n). Después de calcular el valor promedio del estimador 6,
este fue calculado para cada posicion nucleotidica de los tres conjuntos en busca

de regiones con diferencias en diversidad genética.

Finalmente, a partir de las secuencias nucleotidicas se obtuvieron las secuencias
de aminoacidos de la proteina NS1 (342 residuos) y se analizaron con el programa
Predicted Antigenic Peptides (Reche, P. y cols., Universidad Complutense de
Madrid, disponible en http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl) para identificar si
las posiciones aminoacidicas con cambios fenotipicos encontrados
exclusivamente en las secuencias NS1 negativas al ELISA participan en epitopos
lineales, y si existe alteracion de estos al ocurrir la sustitucion de aminoacido. La
prediccidén de determinantes antigénicos se realizé segun el método de Kolaskar y
Tongaonkar que considera hidrofilicidad (Py), accesibilidad (Pj) y flexibilidad (Py)

calculando un valor de propension antigénica (Ap) en octapéptidos con base en
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epitopos confirmados experimentalmente, donde residuos de méas de 8
aminoacidos con un valor de A, mayor a 1.0 se consideran epitopos lineales

(Kolaskar y Tongaonkar, 1990).

8. RESULTADOS

8.1 Deteccion del genoma viral por RT-PCR

Para confirmar la presencia del genoma viral en las muestras seleccionadas, se
procedio a la amplificacion de la region C-prM del mismo, que es homologa entre
los cuatro serotipos del DENV. Se utilizo una RT-PCR de un solo paso basada en
el procedimiento propuesto por Chien y cols. en 2006, obteniendo un producto de
511 pb (figura 11). El genoma del DENV solo se detectd en 9 (5%) de las 172
muestras del grupo 1 (NS1-) y para el grupo 2 (NS1+), este se detecto en el 100%

de las muestras (figura 12).

+ Muestras
©
5 o ~ © O o o o
B TSmO LD L TR -
S0 o e e U R S O g
1500 pb— 511pb
1000 pb—
500 pb— _—
300 pb—
200 pb—
100 pb—

Fig. 11. Amplificacion de la region C-prM del genoma del DENV (511 pb) en muestras de
suero de casos sospechosos. (Los productos se analizaron en un gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio. MW: marcador de peso molecular; Control +: cepa prototipo
de DENV-1).
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Fig. 12.Muestras RT-PCR +con resultado positivo y negativo a la deteccién de NS1 del
DENYV por ELISA en casos de dengue.

8.2Secuenciacion de laregion NS1 del DENV

Una vez que se identificoO la presencia del genoma viral en las muestras, se
procedio a la amplificacion de la region codificante de NS1 del DENV por RT-PCR,
con los dos juegos de iniciadores disefiados para los serotipos 1 y 2 los cuales
cubrieron la region NS1 (1056 nucledtidos) y se traslaparon en un punto
intermedio de la secuencia permitiendo analizarla por completo (figuras 13 y 14).
La hibridacion especifica de los iniciadores con la region codificante de la proteina
NS1 de DENV, fue corroborada por alineacion con secuencias de aislados virales
mexicanos de reciente publicacidon en el NCBI, resultando complementarios al
100%.

Una vez estandarizado el procedimiento de amplificacion de la region NS1 viral de
los serotipos 1 y 2 del DENV, se inicio la amplificacién de dicha regién a partir del
RNA viral obtenido de las 9 muestras del grupo 1 (NS1-), las cuales se procesaron
con los iniciadores para ambos serotipos del virus y los resultados indicaron que 7
fueron positivas a DENV-2 (figura 15) y las 2 restantes fueron negativas para

ambos serotipos virales.
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Con base en lo anterior, solo se procedio a amplificar la region NS1 del genoma

viral de aquellas muestras del grupo 2 (NS1+) con resultado de infeccion por

DENV-2 (n=10) (figura 16), donde solo 9 de estas presentaron amplificacion.
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Fig. 13. Cobertura de amplificacion de la region NS1 del genoma del DENV-1.
(Flechas azules: Fragmento 1; Flechas verdes: Fragmento 2; zona amarilla: region de
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2373 tgtacctggg agctatggtg caagcilg
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Fig. 14. Cobertura de amplificacion de la region NS1 del genoma del DENV-2.
(Flechas anaranjadas: Fragmento 1; Flechas moradas: Fragmento 2; zona amarilla: region
de traslape)
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Fig. 15. (A) Amplificacion de la region codificante de NS1 del DENV-1 y (B)del DENV-2 a
partir de muestras de suero de casos sospechosos (Grupo 1: NS1 negativo). (Los
productos se analizaron en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio. MW:
marcador de peso molecular; Control +: control positivo de DENV-1 y DENV-2; F1:
fragmento 1; F2: fragmento 2.)

Control + 1113 1154 1224

MW EE SE20 0 FLsF2 5 R B2 RS 2

~——
630pb
1500 phm— s 59,
1000 pb— \l
600 pb___ L PR VO e :
500 Eb—g ™ R ™ T R
300 pb—
200 pb— | g
100 pb—

Fig. 16. Amplificacion de la region codificante de NS1 del DENV-2 a partir de muestras de
suero de casos confirmados (Grupo 2: NS1 positivo). (Los productos se analizaron por
electroforesis en agarosa al 2% tifiendo con bromuro de etidio. MW: marcador de peso
molecular; Control +: control positivo de DENV-2; F1: fragmento 1; F2: fragmento 2.)
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Ya que se contaba con los productos especificos de NS1 de las muestras de
ambos grupos, se procedid a su purificacion por electroforesis en geles de
agarosa al 2% y seleccién del producto por peso molecular (sistema E-Gel® Size
Select™) para la eliminacion de dimeros de iniciadores y de productos
inespecificos. Posteriormente se verifico la pureza de los amplicones en geles de
agarosa al 2% y por espectrofotometria a 260 y 280 nm (figura 17 y tabla 4).
Dichos productos se secuenciaron por electroforesis capilar y los
electroferogramas obtenidos (figura 18) se editaron con el programa Bio Edit para
eliminar lecturas erréneas. Las secuencias de los fragmentos 1 y 2 obtenidos de
cada muestra, fueron procesados y fusionados para generar la secuencia

completa de la region NS1 del genoma viral.

1346 2181 1113 1125

MW F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2

N 630pb
1500 pb=— 505pb
il -
500 pp=— *" - Sl &= =
200 pb =

Fig. 17. Gel representativo que corrobora la purificacion de los productos de amplificaciéon
de la regibn NS1 de muestras negativas (1346 y 2181) y positivas (1113 y 1125) a la
proteina NS1 por ELISA. (MW: marcador de peso molecular; F1: fragmento 1; F2:
fragmento 2.)
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Tabla 4. Verificacion de la pureza de los amplicones de NS1 viral por espectrofotometria.
(El valor aceptable de la relacion 260/280 (nm) es 1.5-2.0. F1l: fragmento 1,

F2: fragmento 2.)

Grupo 1 (NS1 negativo

Grupo 1 (NS1 positivo)

Muestra Relacion 260/280
0171-F1 1.758
0171-F2 1.755
0172-F1 1.718
0172-F2 1.724
1343-F1 1.739
1343-F2 1.736
1346-F1 1.735
1346-F2 1.735
1550-F1 1.737
1550-F2 1.739
2181-F1 1.737
2181-F2 1.737
2200-F1 1.74
2200-F2 1.762
1113-F1 1.703
1113-F2 1.7
1125-F1 1.711
1125-F2 1.731
1153-F1 1.72
1153-F2 1.726
1154-F1 1.73
1154-F2 1.715
1162-F1 1.719
1162-F2 1.715
1224-F1 1.721
1224-F2 1.731
1225-F1 1.707
1225-F2 1.71
1556-F1 1.734
1556-F2 1.735
1704-F1 1.736
1704-F2 1.738
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Fig. 18. Electroferograma de secuenciacion capilar de la region NS1 viral del DENV-2 en casos negativos a NS1 por ELISA

(Grupo 1). (Las flechas indican las posiciones donde se realizaron correcciones a la lectura.)



Las secuencias completas de la region NS1 tanto del grupo 1 como del grupo 2 se
conformaron por 1029 nucledtidos que presentaron en todos los casos el 99% de
identidad con secuencias de DENV-2, muchas de ellas procedentes de aislados

virales mexicanos (figura 19).

My NCR 12}

[0 1] Reatates]

» NCBU BLAST/ blasta suite/ formatting Results - JUO2PRMOIR ____

Edt andResybmdt S Search Stategies bFormattngogtons »Dosmload  Howloread this page  Blast repod descrigtion |
2200 NS1- secuencia final
Query ID {48575 Database Name nr
None Description Nucleotide collection (nt)

Molecule type nudeic aod Program BLASTN 2.2.27+ ¥ Citation
Query Length 1029

Description ::'; Accession
™ Denque virys 2 isolate DENV-2MXBID-V36542006, complete genome 99% Q8684971
r 99% GU1319591
[ 99% GU1319551
r 99% GQ199895 1
[ 99% FJ898478.1
r 99% EJ850065 1
™ Denguevirys 2 isolate DENV-2MX/BID-V371572007, complete genome 99% GU1319741
™ Dengue virys 2 isolate DENV-2MUBID-V371472007, complete genome 99% GQ263516.1
™ Denquevirus 2 isolate DENV-2NIBID-V518/2005, complete genome 99% G08686041
™ Denguevius 2i JENV-2MXBID-V3762/2008, complgte genome 99% JN8194221
2 9% JNB194151
B 99% HQ541801.1
I 99% (0868515.1
T Dengue virus 21s0!3te DENV-2MXBID-V2954/2002, complele genome 99% (01998031
™ Dengue virys 2 isolate DENV-2NIVBID-V3076/2001, compléte genome 9% Q1998981

Fig. 19. Analisis de identidad de secuencias NS1 de DENV-2 de muestras negativas a la
proteina NS1 por inmunoensayo.(Se muestra el nombre y nimero de acceso del Gen
Bank (NCBI) de las secuencias con las que secuencia problema presenta maxima
identidad.)
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Al realizarse un alineamiento multiple de las secuencias NS1 negativas (grupo 1) y
positivas (grupo 2) con las secuencias mexicanas de referencia de DENV-2 (tabla
5) sumando un total de 31, las secuencias en estudio mostraron un porcentaje de
cobertura del 97% con respecto a las de referencia. El arbol generado por la
reconstruccién filogenética, mostré que todas las secuencias analizadas se
encontraron incluidas en la raiz del mismo, donde se distinguieron dos ramas, la
primera de ellas agrup6 las secuencias de referencia correspondientes a las
décadas de los afios 1980 y 1990, mientras que en la segunda se concentraron
las posteriores a 2002, incluyendo nuestros grupos de estudio, formando entre
ellas grupos definidos (figura 20).

Tabla 5. Aislados mexicanos de DENV-2 publicados en el Gen Bank

Aislado Lugar de muestreo Acceso GenBank
DENV-2/MX/BID-V3354/1983 --- GQ868588.1
DENV-2/MX/BID-V3355/1983 --- GQ868589.1
DENV-2/MX/BID-V3356/1992 Sonora GQ868590.1
DENV-2/MX/BID-V2953/2002 Nayarit FJ898438.1
DENV-2/MX/BID-V2954/2002 Oaxaca GQ199893.1
DENV-2/MX/BID-V3768/2004 Quintana Roo GU131955.1
DENV-2/MX/BID-V2959/2005 Hidalgo GQ199894.1
DENV-2/MX/BID-V3654/2006 Yucatan GQ868497.1
DENV-2/MX/BID-V3661/2006 Yucatan GU131959.1
DENV-2/MX/BID-V3713/2007 Yucatan GQ868515.1
DENV-2/MX/BID-V3714/2007 Yucatan GQ868516.1
DENV-2/MX/BID-V3715/2007 Yucatan GU131974.1
DENV-2/MX/BID-V3717/2007 Yucatan GU131975.1
DENV-2/MX/BID-V2964/2008 Chiapas FJ898439.1
DENV-2/MX/BID-V3763/2008 Chiapas JN819422.1
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Fig. 20. Analisis filogenético (Neighbor-Joining) de la region NS1 viral de secuencias
mexicanas de DENV-2. (Las muestras grupo 1 (NS1 negativo) se representan con
triangulos verdes y las del grupo 2 (NS1 positivo) por triangulos azules.)
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Una vez realizada la busqueda de cambios nucleotidicos entre los grupos 1 (NS1
negativo) y 2 (NS1 positivo) que pudieran asociarse con la negatividad de la
proteina por ELISA, se encontré6 que todos los cambios que exhiben las
secuencias con resultado negativo al ELISA de NS1 (grupo 1), corresponden a
sustituciones de nucledtidos, en su mayoria transiciones (purina—purina,
pirimidina—pirimidina), sin embargo, también se hallaron cambios que resultan de
la similitud de estas secuencias (grupo 1) con las de referencia de DENV-2 que
fueron publicadas en el Gen Bank antes o durante 2008 (tabla 6). La frecuencia de

las sustituciones nucleotidicasse encontré entre 1/7 y 5/7.

Al realizar el analisis comparativo de secuencia de aminoacidos, se observo una
alta homogeneidad entre las secuencias del grupo 1 (NS1 negativo) y del grupo 2
(NS1 positivo), aunque cabe sefalar que se observaron 2 cambios de
aminoacidos en las secuencias del grupo 1 que pudieran asociarse al resultado
negativo en el inmunoensayo, el primero de ellos en el aminoacido 112, con el

cambio Lys—Arg y el otro en el aminoacido 217, con el cambio Phe—Leu.

De manera general, durante el analisis comparativo de composicién nucleotidica
se observaron regiones muy conservadas entre los grupos 1 (NS1 negativo) y 2
(NS1 positivo) y las secuencias de referencia 2002 a 2008, asi como posiciones
polimorficas cuando se analizan todos los grupos (NSlez C/T, NSlssg G/A,
NS1less T/C), que constituyen mutaciones silenciosas, es decir, no generan cambio
de aminoacido. Este mismo analisis también reveld que existen 8 posiciones con
cambio nucleotidico exclusivas de las secuencias del grupo 2 (NS1 positivo)
(NS1liy3 C—G, NS140 A>T, NS1471 C—oG, NS157; G—-C, NS1g3 GoA,
NS1les1 A—G, NS1ge9 C—T, NS1972 A—G), de las cuales la mitad genera cambio
de aminoacido (NSlss GIn—Glu, NS1;57 Asp—Glu, NS133 Glu—Glin,
NS1,1, Lys—Arg). En cuanto a las secuencias de referencia de los afios 1989 y
1992, se observé que éstas difieren ampliamente del resto de las secuencias
nucleotidicas analizadas, de manera tal que en el andlisis de secuencia de

aminoacidos, se identificaron 8 cambios (NS1,; lle—Val, NSlyg Ala—Val,
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NSllzg Leu—»Ser, NS1170 Lys—>Arg, NS1212 Met—>l|e, NS1242 IIe—>VaI, NS1256
Tyr—Asn, NS1,990 Asp—Glu) con respecto a las secuencias de referencia, NS1

negativo y NS1 positivo estudiadas.

Por otra parte, el analisis de diversidad genética de la regibn NS1 del DENV-2
mostré que la media de diversidad del conjunto 1 (NS1 negativo) y conjunto 2
(NS1 positivo) resultaron semejantes, pero numéricamente mucho menores
comparando con el conjunto 3 (secuencias de referencia NS1 DENV-2 1983-2008)
(tabla 7). Tomando en cuenta la diferencia de tamafos entre los conjuntos
analizados y los cambios de mayor y menor frecuencia con el analisis de
Watterson, pudo observarse nuevamente que la diversidad nucleotidica promedio
de los conjuntos 1 y 2 es similar entre ellos y mucho menor a la que presenta el

conjunto 3 (tabla 7).

Tabla 7. Diversidad genética de la regién NS1 viral de muestras positivas y negativas al
ELISA en casos de dengue.

Conjunto 1 Conjunto 2 Conjunto 3
(NS1 negativo) (NS1 positivo) (Gen Bank)
n=7 n=9 n=15

Cambios nucleotidicos
por conjunto (S)

Media de diversidad 0.01749 0.01847 0.13314

137

18 19

Theta de Watterson (0) 0.00714 0.00679 0.04125

Para el caso del calculo del estimador 6 por cada posicion nucleotidica de los tres
conjuntos estudiados, se encontré una region de mayor diversidad genética entre
las posiciones 750 y 1000 del conjunto 1 (NS1 negativo) al compararlo con el
conjunto 2 (NS1 positivo) (figura 21). Esta comparacion también informé que la
region 250 a 750 tiene un comportamiento de diversidad nucleotidica similar entre
ambos conjuntos y que la regién 0 a 250 es mas diversa en el conjunto 2 (NS1

positivo).
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Fig. 21. Andlisis de diversidad nucleotidica de la region NS1 de DENV-2en secuencias
negativas (conjunto 1) y positivas (conjunto 2) a la proteina NS1 por ELISA. (Las lineas
punteadas enmarcan la zona en la que difieren los conjuntos.)

Al comprar los conjuntos 1 (NS1 negativo) y 3 (secuencias de referencia Gen
Bank), se observd que el conjunto 3 exhibe mayor diversidad nucleotidica que el
conjunto 1 en todas las posiciones, asi que en este analisis no se puede delimitar
una region de mayor diversidad nucleotidica exclusiva de las secuencias NS1

negativo (figura 22).
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Fig. 22. Analisis de diversidad nucleotidica de la regibn NS1 de DENV-2 en secuencias
NS1 negativas al ELISA (conjunto 1) y secuencias NS1 mexicanas de referencia del
periodo 1983-2008 (NS1 positivo).
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Finalmente, el analisis de prediccion de epitopos lineales en una secuencia NS1
nativa (sin cambio de aminoacido: NS1;;, Lys y NS1,:7 Phe) y modificada (incluye
los aminoé&cidos sustitutos: NS1:;2, Arg y NS1,;7 Leu) segun Kolaskar y
Tongaonkar, mostré6 que existen 12 determinantes antigénicos para la secuencia
nativa de NS1, en los que toman parte los aminoacidos 112 (Lys) y 217 (Phe).
Para la secuencia NS1 modificada se obtuvo el mismo numero de epitopos
lineales donde el aminoacido 217 modificado (Leu) nuevamente se encontrd
incluido, pero no fue asi para el residuo 112 modificado (Arg) (figura 23 y tabla 8).
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Fig. 23. Propensién antigénica de la proteina NS1 (A) nativa y (B) modificada. Los
octapéptidos que rebasan el valor de corte de propensién antigénica son posibles
epitopos lineales que se muestran como una linea horizontal gris en la parte superior de
los gréficos.

42



Tabla 8. Determinantes antigénicos propuestos para la proteina NS1 nativa y modificada
segun el método de Kolaskar y Tongaonkar

Secuencia nativa Secuencia modificada

Posicion aminoacidica Secuencia Posicion aminoacidica Secuencia
NS1;1.19 KELKCGSGI NS1;1.19 KELKCGSGI
NS13g.47 SPSKLASAIQ NS13g47 SPSKLASAIQ
NS1s;.62 EEGICGIRSVTR NS1s;62 EEGICGIRSVTR
NS17;.77 ITPELNH NS17:.77 ITPELNH

NS1103.113 SLRPQPTELKY NS110s-110 SLRPQPTE
NS1i54.164 EVEDYGFGVFT NS1i54.164 EVEDYGFGVFT
NS1173-161 EKQDVFCDS NS1173.181 EKQDVFCDS
NS1,16.220 SFIEVKSCHWPKSH NS1514.220 KASLIEVKSCHWPKSH
NS1,47.254 FAGPVSQH NS1547.254 FAGPVSQH
NS156.-262 YRPGYHT NS156-262 YRPGYHT
NS1,76-289 DFDLCEGTTVVVTE NS1576-289 DFDLCEGTTVVVTE
NS1308-321 ITEWCCRSCTLPPL NS1308-321 ITEWCCRSCTLPPL
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9. DISCUSION

La sintomatologia inespecifica que presentan los pacientes durante los primeros
dias de la infeccion por DENV genera confusion con otras infecciones donde
también se presentan cuadros febriles, como son influenza, rubeola, malaria,
leptospirosis, fiebre amarilla, infeccidn por ricketsias y rotavirus, de manera que el
diagnéstico de dengue debe basarse en métodos altamente sensibles vy
especificos durante la etapa temprana de la enfermedad que permitan confirmar

oportunamente los casos (Martinez, 2008; OMS, 2009).

Como ya se refirid en los antecedentes de este trabajo, la forma hexamérica del
antigeno viral NS1 reune caracteristicas que permiten su deteccion en periodos
tempranos de los cuadros clinicos del dengue, sin embargo, la sensibilidad
reportada para el equipo comercial mas utilizado a nivel mundial(Platelia™
Dengue NS1 Ag, BIO-RAD), corresponde al 91% (BIO-RAD, 2005) y en estudios
posteriores se ha observado que la sensibilidad global varia de acuerdo a la
poblacién estudiada: Vietnam 83.1% (TyHang y cols., 2009), Malasia 93.3%
(Kumarasamy y cols, 2007), Cambodia 57.5% (Doung y cols., 2011), Francia
88.7% (Dussart y cols., 2006), Puerto Rico 83.2% (Bessoff y cols., 2008), Brazil
95.9% (Castro y cols., 2010) y México 97% (Ruiz, 2010), de manera que el equipo
debe ser evaluado en cada poblacion donde se emplea para validar su utilidad
diagnostica y por ello, en este trabajo se incluyeron muestras con resultado
negativo y positivo al ELISA de NS1 correspondientes al brote epidemiolégico de

dengue en 2010 en Veracruz, México.

Algunos reportes refieren que la diferencia en el andlisis de sensibilidad del
inmunoensayo para detectar NS1, se debe en parte a que la antigenemia para
cada serotipo es distinta y al nUmero de casos de infeccion primaria y secundaria
analizados, puesto que en la infeccion secundaria la deteccién de NS1 disminuye
por la presencia de anticuerpos neutralizantes (Kumarasamy y cols, 2007).

Ademas, un estudio realizado en viajeros con destino a zonas endémicas de
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dengue en Asia, América y Africa, revel6 que al tratarse de serotipos, genotipos y
cepas virales distintos, la sensibilidad de la deteccion de NS1 y del genoma viral
(RT-PCR) se ven directamente afectadas. En este mismo estudio Huhtamo y cols.,
propusieron que el hallazgo de muestras positivas al RNA viral (RT-PCR positivas)
con resultado NS1 negativo, pudiera deberse a una variacion individual en la
secrecion de NS1 (Huhtamo y cols., 2010); en este sentido, aunque la sensibilidad
es variable, esté por arriba del 90% en la mayoria de las poblaciones estudiadas y
su implementacién representd un gran avance con respecto al algoritmo anterior

donde se realizaba el asilamiento viral.

Como primer paso para el presente estudio, se seleccionaron muestras sin
deteccion de anticuerpos IgG o IgM y con resultado negativo y positivo para el
ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag, de manera que las muestras empleadas
carecen de anticuerpos neutralizantes contra el antigeno viral NS1, asi que los
factores que impiden la deteccion de la proteina por el inmunoensayo, se
centraron en propiedades virales, comolas variaciones en la composicion

nucleotidica y aminoacidica de la molécula en cuestion.

Ahora bien, se sabe que de manera general la deteccion del genoma del DENV
por RT-PCR es un método mas sensible que la deteccion de la proteina NS1 por
ELISA para el diagnostico de la infeccion (Kumarasamy y cols, 2007; Huhtamo y
cols., 2010; Doung y cols., 2011; Kassim, y cols., 2011), por lo que de inicio, se
esperaba encontrar casos NS1 negativos con infeccion por DENV confirmada por
la amplificacién de la region C-prM por RT-PCR. Los resultados de este estudio,
proponen que el 5% de las muestras NS1 negativas son RT-PCR positivas (figura
12), por lo que probablemente un porcentaje similar de casos de dengue es
subestimado al realizar el diagnostico mediante la deteccion del antigeno NS1
viral. Probablemente se identificaria un porcentaje mayor de estas muestras si se
procesan muestras de reciente obtencion, ya quecabe sefialar que durante el
algoritmo de diagndstico rutinario, las muestras de suero son desechadas una vez

gue las determinaciones de NS1 y anticuerpos resultan negativas.
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Para la estandarizacion de las condiciones de amplificacion de la regién NS1 viral,
se disefiaron iniciadores para DENV-1 y -2, puesto que NS1 es una proteina
serotipo-especifica (Shu y cols., 2004; Puttikhunty cols., 2011) y los serotipos 1y
2 son los mas prevalentes en México, aunque esto no descartaba la presencia de
otros serotipos infectantes. Lo antes mencionado se comprob6 al amplificar la
region NS1 en las 9 muestras NS1 negativo con deteccion del genoma viral
(C-prM) encontrando que 7 de estas corresponden a DENV-2 y las 2 restantes
muy probablemente a otro serotipo viral, ya que no presentaron amplificacion con
los iniciadoresde DENV-1 y DENV-2. De acuerdo al Panorama Epidemioldgico de
Dengue 2010, 83% de los casos confirmados fueron ocasionados por el
serotipo 1, 16% corresponden a DENV-2 y el 1% restante a DENV-3 y DENV-4 de
los que no existe reporte para el estado de Veracruz (Secretaria de Salud, 2010),
lo que indicaria que el niumero de casos reportados para cada serotipo viral
también es subestimado, ademas de que la sensibilidad del equipo Platelia™
Dengue NS1 Ag parece estar en funcion del serotipo infectante, lo que ya ha sido
planteado por diversos grupos de investigacion que han comprobado que la
cinética de NS1 en suero difiere en cuanto al serotipo viral y el estado
inmunoldgico del hospedero (Shu y cols., 2004; Duyen y cols., 2011; Tricou y
cols., 2011). Asi, para este estudio, el orden de sensibilidad propuesto de acuerdo
al serotipo viral seria el siguiente considerando la deteccion en muestras NS1
negativo y RT-PCR positivo: DENV-1> DENV-2> DENV-3 y DENV-4. Tomando en
cuenta que el niumero de muestras analizadas es pequefio, seria conveniente
realizar el mismo analisis aumentando su nimero para confirmar la relacién entre
sensibilidad del ELISA y serotipo infectante en la poblacidén estudiada, pues estos
resultados difieren con los reportados por el fabricante (DENV-3>DENV-4>
DENV-1>DENV-2: tabla 1), probablemente porque que la circulaciébn de los

serotipos virales en las areas de estudio son distintas.

La existencia de cuatroserotipos del DENV se basa en la gran diversidad genética
viraly dentro de ellos esta es mucho mas restringida, pero suficiente para que

existan genotipos virales (Holmes y Burch 2000). Como pudo observarse en el
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analisis de corroboracion de identidad, todas las secuencias NS1 negativo (grupo
1) y NS1 positivo (grupo 2) correspondieron a DENV-2 y presentaron elevada
similitud con cepas mexicanas de afos anteriores, aunque exhiben diferencias
nucleotidicas que generan la diferencia genotipica. Lo antes mencionado fue
demostrado en el andlisis filogenético, en el que las secuencias del grupo 1 (NS1
negativo) y grupo 2 (NS1 positivo) procedentes del brote epidemiologico de
dengue en Veracruz en 2010 guardan interrelacion y se relacionan con secuencias
de referencia de 2002, 2005 y 2008, pero no estan relacionadas con las que
corresponden a 1983 y 1992, lo que sugiere la constante variabilidad viral entre las
cepas causantes de los brotes de dengue en México y un constante fenébmeno de
reemplazo de linajes virales, que concuerda con los reportes de Carilllo y cols. en
2010, quienes manifiestan la misma observacion, asi que podria explicarse el
agrupamiento de las secuencias de las décadas de los afios 1980 y 1990 (1983 y
1992) y las cepas de este estudio (2010) con las de los afios 2002 a 2008 (década

2000-2010), como si pertenecieran a dos linajes distintos.

En el analisis de cambios nucleotidicos que pudieran asociarse a las secuencias
NS1 negativo (grupo 1) al compararlas con las NS1 positivo (grupo 2), se
localizaron posiciones con sustitucion de nucleotido, que constituye el mecanismo
mas probable de generacion de diversidad para el DENV (Holmes y Burch 2000;
Holmes, 2009). Ahora bien, como se mostré en los resultados, existen 14
sustituciones nucleotidicas que podrian asociarse con el resultado del
inmunoensayo para detectar la proteina, sin embargo, aunque la proporcién de
cambios fenotipicos generados (cambios de aminoacido) es baja (2/14), estos
resultados son bastante representativos, puesto que un andlisis en México de la
secuencia de la proteina E donde se buscaron diferencias nucleotidicas
asociables a la gravedad de la enfermedad solo se refirid el hallazgo de una
sustitucidon que no genera cambio de aminoacido, explicando que esto sucede
porque la evolucion del DENV ocurre principalmente porseleccion negativa, sin
embargo, estos cambios coordinados a nivel de nucleétido pueden ser vistos

como categorias sistematicas de organizacién (Rivera-Osorio y cols., 2011). Al
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comparar la secuencias nucleotidicas del grupo 1 (NS1 negativo) del afio 2010
con secuencias de referencia de los afios 1983-2010, se observo que algunos

cambios nucleotidicos se deben mas bien a que existe reincidencia de las cepas.

Por lo que respecta al andlisis de variabilidad o diversidad genética, podemos
observar que tratando las muestras NS1 negativas y positivas (conjuntos 1y 2)
como conjuntos independientes, el resultado de diversidad media es bajo, por lo
que la variabilidad entre las secuencias de cada conjunto también lo es, es decir,
éstos tienen una composicion bastante homogénea. Ahora bien, cuando se
analizan todos los cambios ocurridos para cada posicion nucleotidica en la region
NS1 tomando en cuenta el tamafio del conjunto (estimador 6), encontramos que
las secuencias de referencia (Gen Bank 1983-2008) son muydiversas entre si y no
pueden ser objeto de comparacion con las secuencias NS1 negativas (conjunto 1)
asi que la evaluacion de cambios nucleotidicos solo puede aplicarse para estas y
las NS1 positivo (conjunto 2) que corresponden al mismo brote epidémico. Al
comparar Unicamente estos conjuntos, podemos observar que la regién de mayor
diversidad exclusiva de las secuencias NS1 negativo (750-1000 b) coincide con
las sustituciones que se presentan con mayor frecuencia (NSlg;0 A—G, NS1g13
T—C, NS1g3; T—>C, NS1g51 G—A, NS1gs4 T—C, NS195; C—T). Hasta la fecha, no
existen reportes de cambios nucleotidicos y aminoacidicos en la region NS1 que
ocasionen un resultado negativo para el ELISA, Unicamente se cuenta con
reportes de variaciones en esta region debidos a pase en cultivo celular (Wei-June
y cols., 2003) o con base en el genotipo infectante (Leitmeyer y cols., 1999;
Barreto y cols., 2002), de manera que los resultados obtenidos en este estudio son
los primeros en sugerir una asociacion entre la variacion nucleotidica del genoma
viral y la deteccion de la proteina NS1 del DENV por ELISA. Por lo que respecta a
los cambios de aminoécido atribuidos a la negatividad de la deteccién de NS1 por
ELISA, es necesario considerar que la prediccion de su presencia en sitios
antigénicos fue realizada por un método de prediccion de epitopos lineales, lo que
no descarta la participacion de estos aminoacidos en epitopos conformacionales,

los cuales no se predijeron para la proteina NS1 puesto que hasta el momento se
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desconoce su estructura. En base a propiedades fisicoquimicas, el cambio
aminoacidico ocurrido en la posicion 217 (Phe—Leu) podria no ser tolerable al
ocurrir entre aminoacidos de diferente grupo, pues generalmente el aminoacido
aromatico Phe se intercambia por otro con las mismas propiedades (hidrofébico
con interaccibn con cadenas aromaticas y cadena lateral funcional para
unién/reconocimiento de ligandos hidréfobos), no como en este caso con Leu, un
aminoacido alifatico (Rusell y cols., 2013). Sin embargo, el analisis de Kolaskar y
Tongaonkar revel6 que esta posicion con el cambio a Leu sigue incluyéndose
como parte de un sitio antigénico. Para descartar la participacion de este cambio
en el resultado del ELISA de NS1 se sugiere realizar estudios posteriores ya que

podria 0 no ser parte de un epitopo lineal o conformacional.

Para el caso de la sustitucion de aminoacido en la posicion 112 (Lys—Arg) de
secuencias NS1 negativo, este podria no generar ningin cambio a nivel de
interacciones entre los aminoacidos de la proteina NS1, puesto que Lys
(caracterizada por poseer carga positiva, polar, ubicacién externa en las proteinas
y formacion de enlaces puente de hidrogeno) presenta frecuentemente sustitucion
con Arg ya que las propiedades de carga, polaridad y estabilidad no se modifican
(Rusell y cols., 2013). Un estudio de epitopos lineales en formas diméricas de NS1
de DENV-2, demostrd sitios antigénicos lineales entre los que se encuentra el
denominadol1A12.3, que abarca los aminoacidos 112-120 (Falconar y Young,
1991; Muller y cols., 2012) y que permite sugerir que si esto se cumple también en
la forma soluble de NS1 (hexamero) y este epitopo lineal es reconocido por los
anticuerpos monoclonales del ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag, el cambio a Arg
podria estar implicado en la negatividad de la prueba. Ademas el andlisis de
Kolaskar y Tongaonkar para esta posicion aminoacidica mostré que la sustitucion

de Lys por Arg deja de incluir esta posicion en un sitio antigénico.

Finalmente, es importante considerar que en este trabajo sélo se compararon
secuencias DENV-2 NS1 negativo y NS1 positivo al ELISA, por lo que los

resultados obtenidos no pueden generalizarse para los cuatro serotipos del DENV
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pues exhiben diferencias de antigenicidad. También debe considerarse que el
inmunoensayo tiene un limite de deteccion en el que las muestras con una
concentracion menor no son detectadas, sin embargo este estudio demostré que
si existe relacién en la composicion nucleotidica de la proteina NS1 y el resultado
de la deteccion de la proteina por ELISA.

10.CONCLUSIONES
e Se estandarizaron las condiciones de reaccion para amplificar por RT-PCR
la region NS1 del genoma del DENV-1 y DENV-2 utilizando primers

serotipo-especificos disefiados para este fin.

e Se amplifico y secuencio la region NS1 del DENV de 9 muestras positivas y
7 negativas a la deteccion de NS1 por ELISA, encontrando al DENV-2

como serotipo infectante.

e Se demostro la existencia de mutacionesen la region NS1 del genoma del
DENV-2 que da lugar a cambio de aminoacido en epitopos lineales lo cual
puede contribuir a explicar la falta de deteccion de la proteina por ELISA en

el diagndstico de casos de dengue.

11. PERSPECTIVAS

Seleccionar sueros de reciente obtencidbn en un mismo brote epidémico
correspondientes a los cuatro serotipos del DENV con la finalidad de aumentar el
hallazgo de muestras NS1 negativas por ELISA con deteccion positiva del genoma
viral para realizar un analisis bioinformatico de la secuencia NS1 semejante al de
este estudio para los cuatro serotipos virales y comparar con los resultados

obtenidos hasta ahora para el serotipo 2.
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